454.004 



IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 

In re Application of: 
PARIS et al 
Serial No.: 

Filed: Concurrently Herewith 
For: PROCESS.. N-CARBOXY- 
ANHYDRIDES 



With respect to the above-captioned application. Applicants claim the priority of 
the attached application as provided by 35 U.S.C. 119. 



475 Park Avenue South 
New York, NY 10016 



PRIORITY DOCUMENT 



Hon. Commissioner for Patents 
P.O. Box 1450 
Alexandria, VA 22313-1450 



Respectfiilly submitted, 
Muserlian, Lucas and Mercanti 




Charles A. Mus6rlian, 19,683 
Attorney for Applicant(s) 
Tel. #(212)661-8000 



CAM:sd 
Enclosure: 



Certified Priority Document 

French Patent Application No. 02 13498 filed October 29, 2002 
Return Receipt Postcard 



NATIONAL DE 
LA PROPRIETB 
INDU8TRIELLE 



BREVET D'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 



Le Directeur general de I'Institut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 
Industrielle deposee a I'Institut. 

Fait a Paris, le ULSEKM 



Pour le Directeur general de I'lnsBtut 
national de la propri6t6 industrielle 
Le Chef du D6partement des brevets 




Martina PLANCHE 



INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



SIEGE 

26 bis. rue de Saint Peterebourg 
75800 PARIS cedex 08 
Telephone : 33 (0)1 53 04 53 04 
TiKcopie : 33 (0)1 53 04 45 23 
www.in|)i.fr 



OB 267/141102 



ETABLISSEMEHT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOI N* 51-444 DU 19 AVBIL 1951 



ler depot 



\m 



■tRsmoi 

26 bis. rue de Saint P6tersbourg 
75800 Parts Cedex 08 

T6Kphona : 01 53 04 53 04 T«6copte : 01 42 94 86 54 



REWsey^^^Y 2002 

uEu 75 !NP! PARIS 

N« O'ENREGISTHEMENT 
NATIONAL ATTI»BU£ PAR CINPl 
DATE I^P6T ATTRBUtE 

Vos rtttrences pour ce dossier ^ 

(factdtatij) B. 1196- PI/ 4 



4R6sefv6 6flNPlt 



BREVET DiNVENTION 

CERTIFICAT D'UTILITt 

Code de la proprl6lfi Inteilectuella • Uvre VI 

REQUtlEENDeLWRANCE 1/2 

Cet imprim6 est h remplir lisiblement ^ I'encre noire 



11354*0l 



D8 540W/?60aa9 



2S OCT. 2002 



NOM ET ADRESSE DU DEMANDEUR OU OU MANDATAIRE 
~ A QUI LA CORRESPONDANCE DOIT STRE ADRESS^E 

"SNPE 

Service Propriete Industrielle 

12, Quai Henri IV 

75181 PARIS - CEDEX 04 

FRANCE 



Confirmation d'un d^pdt par t6l6cople □ attribu6 par I'lNPI ^ la t^l6copie 



B NATURE DE LA DEtWANPE 



Demande de brevet 



Demande de certiftcat d'utilit^ 



□ 



Demande division naire 

Detnandede brcvei initiale 
OU dematide de certifioat d'utilite initiaie 



Transformation d*une demande de 
brevet europ6en Demande de brevet initiale 



Cochez I'une des 4 cases sulvantes 



□ 



Date 
Date 



I L 



1 L 



Date I L 



PI TITRE DE LMNVENTION (200 caracteres ou espacos madmuin) 
Proc6de de purification des N-carboxyanhydrides 



Q DECLARATION DE PR10RIT£ 
OU REQUfTE DU BENEFICE DE 
LA DATE DE OePOT D'UNE 
DEMANDE ANT^RIEURE FRANpAfSE 


Pays OU organisation 1 
Date 1 / / 1 N° 

Pays OU organisation 1 
Date 1 / / 1 N« 

Pays OU organisation 1 
Date 1. / / 1 1 
□ S'H y a d'autres prioritise cochez la case et utitisez rimprimi «Suite» 1 


B DEMANDEUR 


□ S'il y a d'aiftres demandeurs, cochez la case et utifisez rimpriin§ aSulte» 1 


Norn OU denomination sociate 


ISOCHEM 1 


Pr^noms 
Forme juridique 


Societe Anonyme i 


SIREN 


[3-0 4 -8 -2 -8-5-0 21 j 


Code APE-NAF 


I2.4.4.A1 j 


Adresse 


Rue 


12, Quai Henri IV 1 


Code postal et ville 


75004 1 PARIS 1 


Pavs 




FRANCE — 1 


Nationality 


Frangaise 1 


N** de telephone (facuUatiJ) 




N** de tei^copie (facultatif) 




Adresse Electron ique (facuHatiJ) 





1er depot „ - • • 

BREVET D'INVENTION 
J^PJ CERTIFiCAT D'UTILIT^ 

^mmmmxumnnn 

REQU&TEEN D£UVRANCE 2/2 



INttMtBISUI 



75 !NPI PARIS 



Rdserv6 a nNPI> 



UEU 



N* D'Er«EGISTREM£NT 



02 13498 



V s r6f§rences pour ce dossier : 

(facuitatij) 


B. 1196-P1/4 


01 MANDATAiRE 




Nom 




Pr^nom 




Cabinet ou Soci^t^ 


SNPE 


N **de pouvoir permanent et/ou 
de lien contractuel 


LC018B 


Adresse 


Rue 


12, Quai Henri IV 


Code postal et ville 


75004 1 PARIS 


N** de t^l6phone (facultatif) 




N* de t6l6copie (faadmif) 




Adresse ^lectronique (facultatif) 




Q INVENTEUR (S) 




Les inventeurs sont les demandeurs 


Oui 

@Non Dans ce cas foumir une designation d'Inventeurfs) separ^e 


Q RAPPORT DE RECHERCHE 


Uniquement pour une demande de brevet (y compris division et transformation) 


£tablissenr>ent imm^diat 
ou ^blissement diff^r^ 


□B 


Paiement ^chelonn^ de la redevance 


Paiement en trois versements, uniquement pour les personnes ptiyslques 

□Oui 
HNon 


M ^tmcnm m taux 

DES REDEVANCES 


Uniquement pour les personnes physiques 

CDRequise pour la premiere fois pour cette Invention (joiitdreun avis def ton-imposition) 
dlRequise ant^rieurement ^ ce d6pdt (joindre um copie de la decision d'admission 
pour cette invention ou indiquersa reference) : 




1 Si vous avez utilise I'lmpHme aSuite», 
1 indiquez ie nombre de pages jointes 







I OS SIGNATURE DU DEMANDEUR 
OU DU MAHDATAIRE 
(Nom et quality du signataire) 

Carol WALIGORSKI 
Chef du Service Propriete IndustrieJle 
PC 10206 




La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative ^ rinformatique. aux fichiers et aux libert6s s'applique aux r6ponses faites ^ ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acc^s et de rectification pour les donn^es vous concernant aupr^s de I'lNPI. 



1 er depot 



1 

L* invention concerne un procede de purification des 
N-car boxy anhydrides d * aitiino-acides . 

Les N-carboxyanhydrides (abreviation NCA) derives 
d* aminoacides notaitiment des (X- , P-, ou ainino-acides 
sont des intermediaires tres utiles en raison de 
!• activation de la fonction acide et de la protection de 
la fonction amine quails presentent. lis perinettent en 
effet la reaction de cette fonction acide avec toute 
entite nucleophile. Ainsi 1 ' obtention de la fonction 
amide par reaction avec une fonction amine est 
facilitee. De ce fait, ils polymer isent facilement et 
sont utilises pour former des peptides. La liaison ester 
par reaction avec un alcool se cree egalement aisement. 
lis sont aussi interessants lorsqu'on souhaite reduire 
une fonction acide. Leurs caracteristiques sont plus 
particulierement decrites dans I'ouvrage de reference :^ 
• •0(-Aminoacid-N-Carboxyanhydrides and Related Hetero- 
cycles' • par H.R. Kricheldorf-1987 - Springer-Verlag. 

Pour la plupart de leurs applications, il est 
necessaire quails soient tres purs, en particulier non 
colores, exempts du stereoisomer e non souhaite et 
debarrasses des composes de depart n ■ ayant pas reagi 
ainsi que des sous-produits de la reaction. 

Les precedes classiques de purification tels que la 
recristaliisation ou la decoloration en presence de 
charbon act if ne donnent pas satisfaction. 

Les N-carboxyanhydrides qui polymer isent facilement 
sont egalement tres sensibles a I'hydrolyse. En raison 
de ces caracteristiques, un traitement ulterieur de 
purification apres leur obtention pose probleme. 

II existait par consequent un besoin de trouver un 
procede de traitement des N-carboxyanhydrides utilisable 
a 1' echelon industriel et qui permette de les obtenir 
sans coloration, plus purs et avec un tres bon 
rendement . 
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Le precede de purification des N-carboxyanhydrides 
salon la presents invention est caracterise en ce que 
I'on met le ou les N-carboxyanhydrides d' amino-acides a 
purifier, en solution ou en suspension dans un milieu 
5 solvant non polaire, en contact avec de la silice. 

A 1' issue de ce traitement la coloration des N- 
carboxyanhydrides a pratiquement disparu. lis n'ont pas 
ete degrades. Leur purete est amelioree. Les composes 
optiquement actifs n'ont pas subi de racemisation. Des 
10 polymeres ne se sent pas formes. Ce dernier resultat est 
surprenant car la silice est habituellement connue pour 
favoriser la polymerisation des N-carboxyanhydr ides . Le 
rendement est excellent, souvent super ieur a 99%, 

On a de plus trouve que la purification peut encore 
15 Stre amelioree en soumettant les N-carboxyanhydrides, 
purifies comme precedemment indique au moyen de la 
silice, a un traitement par un acide mineral ou 
organique. 

Ce procede permet d'eliminer les traces de matieres 
20 organiques ou minerales restant encore dans les N- 
carboxyanhydrides . 

Les N-carboxyanhydrides qui sent purifies par le 
procede de la presente invention sont tous les N- 
carboxyanhydrides d ' amino-acides naturels ou 

25 synthetiques . lis sont habituellement representes par la 
for mule 




dans laquelle R represente le radical central compris 
entre la fonction acide et la fonction amine de I'amino- 
30 acide, eventuellement modifie, represente un atome 

hydrogene ou le radical porte au depart par 1 • atome 
d' azote de 1 • amino-acide ou qui a ete fixe ou modifie 
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ulterieurement et qui peut etre lie a R, notaminent 
lorsque les amino-acides sont cycliques. 

En particulier, ce sont les N-carboxyanhydrides des 

a-, 3-, ou Y~ amino-acides et plus particulierement des 

a-amino-acides • 

Les groupes reactifs presents dans les composes 
sont sous forme protegee ou non, comme il est habituel. 

Les N-car boxy anhydrides peuvent etre sous leurs 
differentes formes et notamment lorsqu'ils possedent un 
ou plusieurs carbones asymetriques, sous leurs 
differentes formes stereochimiques telles que 
racemiques, enantiomeres ou diaster€oisomeres . Le 
procede de purification selon 1* invention n'entraine pas 
de racemisation et les stereoisomeres de m§me 
configuration que celle de depart pourront etre obtenus, 

Le procede convient particuliereinent bien pour la 
purification de composes tels que ceux decrits dans la 
demande de brevet FRn^ 2 815 962. 

Selon le procede de 1' invention, les N- 
car boxy anhydrides a purifier doivent etre mis en contact 
avec de la silice. 

Pour favoriser le contact entre les N- 
carboxyanhydrides et la silice, la purification a lieu 
au moyen d*un milieu solvant des N-car boxyanhydr ides et 
non polaire. Comme solvants non polaires les 
hydrocarbures aromatiques conviennent bien, en 
particulier le toluene ou le xylene, 

Les differents precedes connus de mise en contact 
entre des liquides et des solides peuvent etre utilises. 
Le melange des N-carboxyanhydr ides , de la silice et du 
milieu solvant peut etre simplement place sous 
agitation. La silice peut egalement constituer le 
garnissage d'une colonne ou etre sous forme de lit fixe. 
Le melange forme par le ou les N-carboxyanhydrides et le 
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milieu solvant passe alors a travers le garnissage ou le 
lit fixe* 

Comiae silice, on utilise de preference les silices 
appartenant a la categorie connue sous la denomination 
5 gel de silice, par exemple telles que celles utilis^es 
classiquement pour la chromatographie. 

Les N-carboxy anhydrides peuvent etre completement 
dissous dans le milieu solvant ou former une suspension 
dans celui-ci. Generalement ^ on prefere qu'ils soient en 
10 grande partie dissous et le choix du solvant sera 
fonction du ou des N-carboxyanhydrides a purifier, 

Comme il est connu , les N-carboxyanhydrides sont 
tres sensibles a I'hydrolyse. Pour cette raison le 
traitement est de preference effectue sous atmosphere 
15 anhydre, par exemple sous atmosphere d' azote • 

La dur6e du contact, les quantites de silice et de 
solvant utilises dependent des N-carboxyanhydrides, de 
1 ' importance de la coloration a f aire disparaltre et de 
la methode du contact utilisee, 
20 Si necessaire, le melange peut etre chauffe & une 

temperature qui ne degrade pas les N-carboxyanhydrides. 

Des quantites de silice inferieures a 5%, la 
temperature ambiante, un temps de contact d'une & 
quelques heures sont generalement suffisants lorsqu^on 
25 choisit d'agiter le melange dans un reacteur. 

Le traitement termine, on recupere les N- 
carboxyanhydrides selon les methodes classiques. 
Notaiimient, apres avoir separe la silice du melange, on 
fait precipiter les N-carboxyanhydrides en eliminant le 
30 solvant ou en ajoutant un liquide non-solvant des N-- 
carboxyanhydrides, apres avoir eventuellement enleve une 
partie du solvant, par exemple par distillation. Comme 
liquide de precipitation, on peut citer les alcanes tels 
que 1' heptane, le cyclohexane, les ethers tels que 
35 1' ether de methyle et de tertio-butyle, 1» ether de 
d i i s opr opy 1 e . 



ler depot 



5 

On constate que les N-carboxyanhydrides rScuperes 
ne sont plus colores et sont generalement des solides de 
couleur blanche. Les analyses montrent que la purete des 
composes augmente et qu'il n'y a pas eu de racemisation 
des isomeres optiques. Les rendements sont bons, souvent 
de I'ordre de 99% • 

Pour ameliorer encore ces resultats^ si necessaire, 
on peut apres avoir traite les N~carboxyanhydrides avec 
la silice, les mettre en contact une ou plusieurs fois 
avec une solution aqueuse d'un acide mineral ou 
organ ique. 

De preference, on effectue ce traitement S un pH de 
1 a 2. 

Comme acides, on peut citer les acides mineraux 
tels que 1» acide chlorhydrique, 1' acide sulfur ique et 
les acides organiques tels que 1' acide acetique^ 1* acide 
citrique. 

La concentration de 1» acide dans la solution 
aqueuse est de preference comprise entre 0,5% p/p et 5% 
P/P/ plus particulierement entre 0,5% p/p et 1,5% p/p. 

De preference, on utilise un acide mineral et plus 
particulierement 1« acide chlorhydrique • 

II est preferable d'effectuer le traitement a une 
temperature basse comprise entre O^^C et 15**C et de 
preference entre 0**C et 5°C* 

La solution d' acide est generalement mSlang^e avec 
la solution ou la suspension des N-carboxyanhydrides 
apres en avoir extrait la silice. On peut eventuellement 
avant le traitement changer de milieu solvant. Le 
traitement termine, les phases aqueuses sont eliminees 
par exemple par decantation ou par distillation 
azeotropique avec le solvant, 

Les N-carboxyanhydrides purifies sont recuperes 
comme precedemment indique de fagon connue. Ce 
traitement supplementaire permet d' ameliorer la purete 
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chimique des N-carboxyanhydrides par Elimination plus 
poussee de traces de contaminants. 

Ce resultat est surprenant car on pouvait craindre 
que les N-carboxyanhydrides soient hydrolysis et qu'en 
5 consequence, ils contiennent beaucoup plus d'impuretEs, 

Les exemples qui suivent illustrent 1 • invention 
sans toutefois la limiter. 

10 

Exemple 1 : 

Dans un reacteur de 1 litre equipe, agite et sous 
courant d' azote, on introduit 600 ml de toluene et 150 g 

15 {0,491 mol) de N- [ 1- (S) -ethoxycarbonyl-3-phenylpropyl] - 
L-alanyl-N-carboxyanhydride (abreviation : EPAL-NCA) , de 
couleur grisatre, legerement rosee. On introduit ensuite 
1,5 g de gel de silice (70-200 fim) de la marque 
Millipore et on agite le melange pendant environ 

20 1 heure. 

On filtre le melange et on rince la silice au 
toluene. Puis on concentre le filtrat jaune pale 
recueilli par distillation sous pression reduite. 

On ajoute ensuite dans le milieu de 1 'heptane B, Un 
25 precipite se forme • On ref roidit le milieu pour f aire 
completement precipiter 1' EPAL-NCA, 

On filtre la suspension et on rince le solide avec 
de 1' heptane B, On seche ensuite en etuve sous vide le 
gateau blanc humide. 
30 On recueille alors 148,7 g (rendement 99,1%) 

d' EPAL-NCA purifie, solide blanc, 

Les caracteristiques de 1 ' EPAL-NCA de depart et 
obtenu apres purification sont rassemblees dans le 
tableau suivant : 

35 
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Caracteristiques 


EPAL-NCA 
de depart 


EPAL-NCA 
pur i fie 


Apparence 


Solide gris 
Ifegsrement rose 


Solide blanc 


Pouvoir rotatoire 
(Xd (c=2, CH3CN) 


+ 12,3*^ 


+12,4*' 


Purete par HPLC 


99,80% 


99, 90% 



Exexnple 2 : 

On traite comme a !• example 1, 2 00 g d' EPAL-NCA 
dans 800 ml de toluene avec 2 , 0 g de gel de silice (40- 
5 70 im) . 

On filtre le melange pour separer la silice et on 
la rince au toluene • 

On melange, sous agitation, 2 fois le filtrat avec 
200 ml d'une solution aqueuse a 1 % (p/p) d'acide 
10 chlorhydrique, a une temperature de 0*=»-5°C et on enleve 
a chaque fois la phase aqueuse. 

On recupere ensuite 1 • EPAL-NCA en operant comme a 
I'exemple 1, apres concentration du milieu et au moyen 
d' heptane 

15 On obtient 185,6 g d'EPAL-NCA sec (rendement 92,8%) 

solide de couleur blanche, Ses caracteristiques de 
depart et apres purification sent rassemblees dans le 
tableau suivant : 



Caracteristiques 


EPAL-NCA 

de depart 


EPAL-NCA 
purif ie 


Apparence 


Solide gris 


Solide blanc 


Pouvoir rotatoire 

(X D (C=2, CH3CN) 


+12,2^ 


+12,4° 


Purete par HPLC 


99,85 % 


99,83 % 
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Revendications 

1) Precede de purification des N-carboxyanhydrides 
d'amino-acides, caracterise en ce que 1 ■ on met le ou les 

5 N-carboxyanhydrides d ' aTtiino-acides, en solution ou en 
suspension dans un milieu solvant non polaire, en 
contact avec de la silice. 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
10 que le contact est realise par le melange de la silice 

avec le ou les N-carboxyanhydrides en solution ou en 
suspension dans le milieu solvant non polaire* 

3) Procede selon la revendication 1 ou 2^ caracterisS 
15 en ce que la silice utilisee est choisie dans la 

cat^gorie appelee gel de silice. 

4) Procede selon l*une quelconque des revendications 1 
a 3, caracterise en ce que le milieu solvant est choisi 

20 parmi les hydrocarbures aromatiques. 

5) Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce qu*on traite le ou les N- 
carboxyanhydrides purifies avec une solution aqueuse 

25 d'un acide mineral ou organique. 

6) Procede selon la revendication 5, caracterise en ce 
que le pH du milieu pendant le traitement est compris 
entre 1 et 2, 

30 

7) Procede selon la revendication 5 ou 6, caracterisS 
en ce que le traitement est effectue k une temperature 
comprise entre 0«*C et 15 °C. 
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8) Precede selon I'une quelconque des revendications 5 
a If caracterise en ce que l^acide utilise est un acide 
mineral. 

5 9) Precede selon la revendication precedente, 
caracterise en ce que 1* acide mineral est !• acide 
chlorhydr ique . 

10 
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25 



30 
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